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N° 9. Georg Benz, Bern. — Quantitative Verteilung 
der Gewebeproteinasen (IXathepsine) in verschiede- 
nen Organen männlicher und weıblicher Ratten. 


(Aus dem Zoolog. Institut der Universität Bern.) ! 


I. EINLEITUNG 


Die Suche nach Chemotherapeutica gegen Krebserkrankungen 
hat sich bis heute vor allem auf Stoffe, die in den Purinstoffwechsel 
eingreifen, konzentriert. Dem Proteinstoffwechsel ist dabei nur 
sekundäre Bedeutung zugemessen worden. Wie die Untersuchungen 
von LEHMANN (Zusammenfassung 1957) gezeigt haben, kann am 
sichersten in rasche Wachstumsprozesse eingegriffen werden, wenn 
Therapeutica, die in verschiedene Stoffwechselsysteme eingreifen, 
kombiniert oder successiv verabreicht werden. 

Untersuchungen von JENSEN, LEHMANN und WEBER (1956) und 
Vv. Hann und Lenmann (1958) haben gezeigt, dass das Histostaticum 
Aminoketon E 9 eine starke Erhöhung der Kathepsinaktivität im 
Schwanz von Xenopuslarven bewirkt. Die Kathepsine spielen ver- 
mutlich eine bedeutende Rolle im Proteinstoffwechsel. Die vorlie- 
genden Untersuchungen über die Gewebeproteinasen in verschiede- 
nen Rattenorganen sollen als Grundlagen für weitere Versuche an 
tumortragenden Ratten dienen. Daneben soll versucht werden, aus 
dem Verhalten der Proteinasen in verschiedenen Organen allge- 
meine Schlüsse über die Funktion dieser Enzyme zu gewinnen. 


Il. METHODIK 


Zur Untersuchung wurden die Organe ausgebluteter, 2—3 Monate 
alter Sherman-albino-Ratten verwendet. Von den frisch getöteten 
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Tieren sind Organstucke (gewöhnlich 1 g) mit der vierfachen Menge 
glasdestillierten Wassers (toluolgesättigt) in einem Glashomogenisator, 
bei gleichzeitiger Kühlung mit Eiswasser, zu 20° igen Homogenaten 
verarbeitet worden. 

Als Substrat für die Kathepsinbestimmungen diente das von 
PEcHmann (1950) empfohlene Nitrocasein (2,25% ige Lösung in in . Ace- 
tat-Puffer, pH 5,0). Das Substrat enthielt 0,2 Mol, direkt vor dem 
Ansatz zugesetztes, Cystein. Systematische Versuche haben gezeigt, 
dass erst Cystein-Konzentrationen, die höher als 0,1 Mol liegen, maximale 
Aktivierung gewährleisten. 

Alle Flüssigkeiten (Wasser, Pufierlösungen, Nitrocaseinlösung) sind 
mit Toluol ausgeschüttelt worden, zur Verhinderung von Bakterien- 
wachstum. Da die Kathepsinaktivität von Leber, Milz und Niere sehr 
hoch ist, wurden für die Bestimmung der Aktivität dieser Organe die 
Homogenate auf die Hälfte (10%ig) verdünnt. Pro Ansatz wurde 30 ul 
Homogenat, bzw. 30 ul Wasser für die Blindwert-Kontrollen, mit 
200 ul Substratlösung gemischt und bei 37° C während 5 h inkubiert. 
Die Proteine der Reaktionsmischung wurden hierauf durch Zugabe 
von 2 ml kalter Trichloressigsäure (10% ıg) ausgefällt, die Röhrchen mit 
Gummistopfen verschlossen und über Nacht im Eisschrank aufbewahrt. 
Am folgenden Tag mussten die Röhrchen zur Sedimentation der nicht 
gespaltenen Proteine während 50—60 min bei ca. 3000 Touren/min 
zentrifugiert werden. Vom Überstehenden, das die vom Kathepsin 
freigesetzten Nitrocaseinbruchstücke enthält, wurden jeweils 2 ml ab- 
pipettiert und mit 1 ml 2n. NaOH gemischt. Die Konzentration der 
Nitrophenolgruppen in diesen Lösungen ist mit dem Unicam-Spectro- 
photometer bei 425 mu gegen eine Lösung von 2 T. Trichloressigsäure 
(10%ig) und 1 T. 2n. NaOH bestimmt worden. Jede Bestimmung 
eines Homogenates wurde dreifach ausgeführt. 


Da die Spaltung des Substrates nicht direkt proportional zur 
Enzymkonzentration verläuft, sind die Extinktionswerte mittels 
einer Eichkurve in willkürlich gewählte Kathepsineinheiten (KE) 
umgewandelt worden (analog zu WEBER, 1957). Von allen unter- 
suchten Homogenaten wurden die Trockengewichte pro 3 x 30 ul 
Homogenat bestimmt. Alle KE sind schliesslich pro mg Trocken- 
gewicht umgerechnet worden. Dies ergibt die spezifischen Ka- 
thepsineinheiten (SKE) der verschiedenen Organe. 

Eine eingehende Diskussion der Methode soll anderswo publi- 
ziert werden. 

Ill. ERGEBNISSE 


Die folgende Tabelle enthält die an Muskel-, Lungen-, Leber-, 
Milz- und Nieren-Homogenaten bestimmten Kathepsinwerte, aus- 
gedrückt in SKE. 
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Die Kathepsine sind verschieden stabil. Systematische Ver- 
suche, die anderswo publiziert werden sollen, haben ergeben, dass 
ım Verlauf der 5 h dauernden Inkubation für Muskel-, Lungen-, 
Leber- und Milz-Kathepsine ein Aktivitätsverlust auf die Hälfte der 
ursprünglichen Aktivität eintritt. Nur beim Nierenkathepsin ist die 
Spaltung des Substrates direkt proportional zur Inkubationszeit; 
d.h. bei 37° C bleibt Nierenkathepsin während 5 h gleich aktiv. 
(Diese Zahlen gelten nur für mit 0,2 Mol Cystein aktivierte Homo- 
genate.) 

Zur Kompensation des Aktivitäsverlustes während 5h Inkuba- 
tionsdauer sind die Extinktionseinheiten der Muskel-, Lungen-, 
Leber- und Milz-Homogenate für die Berechnung der SKE-Werte 
verdoppelt worden. 


TABELLE 1. 


Kathepsinaktiviutät verschiedener Organe der männlichen 
und weiblichen Ratte, ausgedrückt in SKE. 


M = Mittelwert, m = mittlerer Fehler des Mittelwertes, n = Zahl der unter- 

suchten Homogenate, d = Differenz zwischen M $ und M 9, t = nach dem 

t-Test bestimmtes t der Differenz, P = Wahrscheinlichkeit für zufällige 
Differenz, * = vgl. Anmerkung im Text. 





SKE Männchen | SKE Weibchen 


Organ Ir re t P 
M m M m 
Muskel . 6 1,12-4 0,10] 1,43 +0,06 | 0,21 
Lunge 6 10,32 + 0,98 | 13,22 + 1,59 | 2,90 
Leber 6 11,80 + 1,33 | 16,22 + 1,44 | 4,42 (226 EUR 
Milz : 6 14,74 + 1,00 | 21,08 + 2,48 | 6,34 | 2,37 | 0,04 
Niere ... 6 25,93 + 3,44 | 37,74 + 3.64 | 12,21 DAS E 


Tabelle 1 zeigt eine zunehmende Kathepsinaktivität in der 
Reihenfolge: Muskel K Lunge < Leber < Milz K Niere. Ganz auf- 


fällig sind die hohen Werte von Nierenhomogenaten. Ferner ist der 
Untersehied in der Kathepsinaktivität zwischen den Nieren der 
beiden Geschlechter sehr eindrücklich. Auch für Leber und Milz 
lässt sich eine Differenz zwischen Männchen und Weibchen fest- 
stellen. Mitten (1948) hat neben verschiedenen anderen Enzym- 

temen der Rattenleber auch Kathepsinbestimmungen durchge- 
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führt. Der Autor fand ebenfalls weniger Kathepsinaktivität in der 
Leber von Männchen. Nach meinen Berechnungen ergibt sich für 
seine Werte (10 Tiere) ein P von 5%. Unter Berücksichtigung der 
Gleichgerichtetheit der Differenz in unseren unabhingigen, mit ver- 
schiedenen Methoden ausgeführten Bestimmungen, ergibt sich für 
die Richtigkeit der angegebenen Differenz nur noch eine Irrtums- 
wahrscheinlichkeit von 1,15%. 


IV. Diskussion 


Für die meisten Bestimmungen der Kathepsinaktivitat tierischer 
Gewebe sind bisher Hämoglobin oder reines Casein als Substrat 
benutzt worden. Als Mass für die enzymatische Spaltung dieser 
Substrate dient die photometrische Bestimmung des freigesetzten 
Tyrosins. Zu dieser Bestimmung wird Folin-Reagens verwendet, das 
aber auch auf andere aromatische Verbindungen (Toluol) und auf 
reduzierende Substanzen, wie Cystein, reduziertes Glutathion und 
Ascorbinsäure anspricht. Daher lassen diese Methoden keine Cystein- 
Aktivierung und keine Verwendung von Toluol zur Verhinderung 
von Bakterienwachstum zu. 

Da sich gezeigt hat, dass die Kathepsine aus verschiedenen 
Organen verschieden stabil sind (5.296), darf geschlossen werden, 
dass z. B. das Gemisch der Nierenkathepsine nicht identisch ist mit 
der Kathepsinmischung anderer Organe. 

Basson (1956) hat die Kathepsinaktivität von Muskel, Leber, 
Milz und Niere der Ratte mit Hämoglobinsubstrat, ohne Aktivie- 
rung, bei pH 3,5 und pH 7,5 bestimmt. Seine \Verte pro g Muskel, 
Leber und Milz sind ungefähr mit den Werten der Tabelle 1 ver- 
gleichbar. Für die Niere hat er hingegen relativ niedrige Werte (fast 
dieselben wie für die Leber) erhalten. Dies deutet darauf hin, dass 
Nitrocasein sich für Nierenkathepsin-Bestimmungen besser eignet 
als Hämoglobin. 

Da Leber, Milz und Niere von zentraler Bedeutung für den 
Stoffwechsel sind, entspricht die (gegenüber den Muskeln) relatıv 
hohe Kathepsinaktivität dieser Organe der Erwartung. Erstaunlich 
erscheint die hohe Kathepsinaktivität in der Lunge. Immerhin ıst 
ihre Aktivität doch statistisch gesichert niedriger als diejenige von 
Milz im Männchen und im Weibchen. 
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Interessant ist die Tatsache, dass die wichtigsten Stoffwechsel- 
zentren, nämlich die Leber und ganz besonders die Niere, in der 
weiblichen Ratte eine bedeutend höhere Kathepsinaktivität auf- 
weisen als ın männlichen Tieren. Da die androgenen Hormone eine 
Erhöhung des Eiweissansatzes und damit stärkeres Wachstum be- 
wirken, könnte man die grössere Kathepsinaktivität in der weib- 
lichen Leber und Niere dem erhöhten Stickstoffumsatz der Weibchen 
zuschreiben. Dafür sprechen auch die Resultate von JUNQUEIRA und 
RornscHıLp (1953), die zeigen, dass Kastration bei Mäusen eine 
erhöhte Kathepsinaktivität der Nieren bewirkt. Die gleichen Auto- 
ren haben auch nachgewiesen, dass die Kathepsinaktivität in der 
untätigen Submaxillardrüse (Abschnürung des Ductus) sinkt. 
Ferner haben GREENBAUM und GREENWooD (1954) festgestellt, 
dass die Kathepsinaktivität in den Milchdrüsen der Ratte vom 
10. Tage der Trächtigkeit an stetig ansteigt. In der Kathepsin- 
Literatur wird die Rolle der Kathepsine im Zellstoffwechsel viel 
diskutiert. FruTon et al. (1953) konnten zeigen, dass Kathepsin C 
in vitro nicht nur Peptidbindungen hydrolysieren, sondern unter 
geeigneten Versuchbedingungen auch Polypeptide synthetisieren 
kann. Die Untersuchungen von JENSEN et al. (1956) und 
DeucHAR et al. (1957) haben ergeben, dass die Kathepsinaktivitat 
in regenerierenden Amphibienschwänzen stark zunimmt. Ebenso 
erzielte MarnHıes et al. (1951) in hypophysektomierten weiblichen 
Ratten eine Steigerung der Kathepsinaktivität nach intraperito- 
nealer Applikation von Wachstumshormon. Diese Erhöhung der 
Kathepsinaktivität trat auch dann ein, wenn der Ratte so wenig 
Futter geboten wurde, dass sie trotz Hormonzufuhr nicht wachsen 
konnte. 

Umgekehrt konnten die gleichen Autoren zeigen, dass Thyroxin 
ebenfalls eine starke Steigerung der Kathepsinaktivität in weib- 
lichen Ratten bewirkt. Zudem hat WEBER (1957) im metamorpho- 
sierenden Schwanz der Xenopuslarve eine starke Zunahme von 
Kathepsin festgestellt. Er folgerte aus diesem Ergebnis, dass das 
Kathepsin in vivo vor allem proteolytische Funktionen habe. Zum 


gleichen Resultat führten auch Untersuchungen am Schwanz von 
hungernden Xenopuslarven (Benz 1957) sowie die Tatsache, dass 
die Kathepsinaktivität im regredierenden Flexner-Jobling-Carei- 


noma (Fopor et al. 1955) und im regredierenden Walker-Carcino- 
sareoma-256 (Benz unpubl.) ansteigt. Sowohl für anabolische wie 
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für katabolische Funktionen von Kathepsin lassen sich also Argu- 
mente finden. Sicher steht die Kathepsinaktivität immer in direkter 
Beziehung zum Proteinumsatz des betreffenden Gewebes. Da die 
Gewebe eines Organismus keine statischen Gebilde sind, sondern 
sich im fortwährenden Abbau und Wiederaufbau befinden, könnte 
man annehmen, dass den Kathepsinen die Aufgabe zukommt, ein 
dynamisches Gleichgewicht zwischen Zellproteinen und Protein- 
Bausteinen aufrecht zu erhalten. Bei proteinreicher Ernährung 
würden dabei die aufbauenden, bei Stickstoffmangel die abbauen- 
den Prozesse überwiegen. Nach unseren heutigen Kenntnissen 
dürfte das Kathepsin selbständig in der Lage sein, Proteine und 
Peptide abzubauen. Man muss sıch aber wohl vorstellen, dass es 
zur Proteinsynthese weiterer vitaler Systeme bedarf. 


SUMMARY 


1. The catheptic activity in homogenates of muscle, lung, liver, 
spleen and kidney of the rat with activation (0.2 M cysteine) 
has been determined. The substrate was a 2.25 per cent solu- 
tion of nitrocasein in acetate buffer pH 5.0. 


2. The catheptic activity per mg dry weight is highest in kidney 
and lowest in muscle. The other organs tie between these 
extremes. The activity in kidneys of the male is much lower 
than that in females. 


The results have been discussed. From the known facts the 
conclusion has been derived, that catheptic activity is always 
high in tissues with high protein turnover. 


cu 
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